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RESUMEN

El chile habanero (Capsicum chinense Jacg.) es un cultivo importante en la
Peninsula de Yucatan y no hay suficiente informacion sobre el desarrollo de la
semilla de esta especie y su relacion con la madurez del fruto. Este estudio se
realiz6 para evaluar la influencia de la madurez del fruto sobre la calidad de las
semillas de chile habanero; asi como determinar la etapa mas apropiada para
obtener semillas de la mas alta calidad. Las semillas se obtuvieron de frutos
cosechados en cinco etapas de desarrollo (21, 28, 36, 44 y 52 DDA) en Conkal,
Yucatéan, 2013. Se evalud la calidad fisica y fisiolégica en semillas frescas (SF) y
semillas secadas al ambiente por 10 d (SS) y se verificd la correlacion con el
grado de madurez del fruto. El fruto alcanza su maximo crecimiento a los 44 DDA,
lo cual coincidié plenamente con el inicio de cambio de color del fruto, que es el
indicador de la madurez fisiolégica. El contenido de humedad en (SS) fue en
promedio 10.9%. EI peso de 1000 semillas, germinacién y vigor con
envejecimiento acelerado tanto en (SF) y (SS) tuvieron una funcion sigmoidal que
alcanz6 su méaximo a los 44 DDA y se mantuvo al siguiente muestreo 52 DDA. La
conductividad eléctrica fue disminuyendo a lo largo del ciclo de desarrollo de las
(SF) y (SS) hasta alcanzar sus valores minimos a los 44 DDA. La maxima calidad

de semillas de chile habanero es de frutos cosechados a los 44 y 52 DDA.

Palabras clave: Capsicum chinense, germinacién, calidad de semillas, madurez

fisiologica.



ABSTRACT

Habanero chili (Capsicum chinense Jacq.) is an important crop in the Peninsula of
Yucatan. There are not studies on the relationship between seed maturity and fruit
development. In this investigation, we evaluated the influence of fruit maturity on
seed quality of habanero, and determined in which fruit development stage is the
best time for harvesting so that the highest seed quality could be obtained. Seeds
were obtained from harvested fruits at different stages of development (21, 28, 36,
44 and 52 DAA) at Conkal locality, Yucatan, 2013. Physical and physiological
quality of fresh (SF) and dry (SS) seeds were evaluated at environment
temperature for 10 d, and these variables were correlated to fruit development
using days after fruit set. The fruit reached its largest size 44 DAA at physiological
maturity when fruit skin colour changed from green to yellow. Moisture content in
SS was 10.9 % in average. Weight of 1000 seeds, germination percentage, and
vigour in both SF and SS using accelerated aging followed a sigmoidal function
that reached a maximum from 44 to 52 DDA. The electrical conductivity of SF and
SS decreased from the beginning of the growth cycle to a minimum at 44 DDA.
The maximum seed quality of Habanero is obtained from fruits harvested from 44
to 52 DDA.

Keywords: Capsicum chinense, germination, seed quality, physiological maturity.



1. INTRODUCCION

El género Capsicum pertenece a la familia Solanaceae y consiste de al
menos 25 especies silvestres y semicultivadas y cinco domesticadas: C.
baccatum, C. chinense, C. frutescens, C. pubescens y C. annuum (Aguilar-Rincén
et al., 2010). Actualmente, la produccion se divide en dos vertientes: produccion
de chiles secos y de chiles frescos o verdes. Los principales paises productores
de chiles secos en el mundo son India con més de 1 millén de toneladas anuales;
China (244,400 t afio™); Per (148,023 t afio™). México figura en la onceava
posicion con una produccién media anual de 57,430 t afio™. La produccién de
chiles verdes o frescos esta principalmente en manos de China con 13.2 millones t
y México, que solia ser el principal competidor de China con 1.7 millones t anuales
se ha visto desplazado por Turquia que produce 1.8 millones t (FAO, 2011).

La especie Capsicum chinense Jacg. (chile habanero), cuyo fruto se
comercializa en fresco reporta los mas altos contenidos de capsicinoides de todas
las especies y tiene una importante cantidad de compuestos aromaticos que le da
un sabor particular. Por ello, los frutos de este chile son utilizados por la industria
farmacéutica, la de armas, la cosmética, la de pinturas, etc. (Salazar y Silva,
2004). Debido a lo anterior y a que sus caracteristicas particulares le dan identidad
regional, el cultivo de esta especie ha adquirido una gran importancia en la
Peninsula de Yucatan, donde en el 2010 se obtuvo la denominacion de origen con
el nombre de “Chile habanero de la Peninsula de Yucatan’”, en 2011 se
produjeron una 900 ha. El crecimiento en la demanda del fruto provocé a su vez el

aumento de la demanda de semilla.



La utilizacion de semillas de alta calidad constituye el primer aspecto
importante para producir un cultivo rentable, y de acuerdo con la fisiologia de
semillas, existe un momento 6ptimo de cosecha para obtener una semilla con
mejores caracteristicas fisicas y fisiologicas (Wurr y Fellows, 1983; Bino et al.,
1998; Doijode, 2001).

Las semillas son estructuras complejas que consisten de tres componentes
principales: el embridon que desarrolla en una planta vegetativa; el endospermo
que provee nutrimentos para el desarrollo del embrion durante los primeros
estados de la plantula y la testa que cubre al resto de los componentes para
protegerlos y controlar la germinacion (Taiz y Zeiger, 2010; Baskin y Baskin,
2014). La formacion de estas estructuras y la adquisicion de otras caracteristicas
se dividen en tres fases durante el desarrollo de la semilla: i) histodiferenciacion y
expansion celular, ii) acumulacion de reservas vy iii) adquisicion de tolerancia a la
desecacion (Baskin y Baskin, 2014).

El desarrollo de la semilla ocurre inmediatamente después de la
polinizacién, cuando el O6vulo se activa para iniciar la division celular y la
histodiferenciacién que formaran los tejidos del embrion y endospermo. Lo cual es
seguido por flujos de agua que expanden las céllulas formadas, llevando
compuestos que permiten la sintesis y almacenamiento de reservas; la
maduracion se alcanza con la pérdida de agua (desecamiento de tejidos) y el
desarrollo de los procesos que permiten a la semilla sobrevivir con bajos

contenidos de humedad (Taiz y Zeiger, 2010).



En especies cultivadas, se considera que la madurez fisiolégica de la
semilla es la etapa del desarrollo en la que el peso seco alcanza su maximo, lo
cual corresponde al término del periodo de acumulacion de reservas, y se ha
correlacionado tradicionalmente con los valores maximos de germinacion y vigor.
A partir de esta etapa comienza el deterioro de las semillas. Los procesos
fisiolégicos que ocurren en fases finales de la maduracion y el secado,
tradicionalmente se consideraban poco importantes para la calidad de la semilla,
sin embargo, investigaciones recientes han demostrado claramente que el vigor de
la semilla y su potencial de almacenamiento se incrementan después de la
madurez fisiolégica y que los ultimas fases del desarrollo y el secado son
importantes para maximizar su calidad (Bewley et al., 2013).

En algunas especies la madurez fisiolégica de la semilla coincide con la
madurez comercial del fruto (Bewley et al., 2013), en chile habanero no se conoce
la relacion entre la maxima calidad de la semilla y el desarrollo del fruto. Ademas,
aunque actualmente la produccion de semilla de este cultivo comienza hacerse de
manera industrial en la Peninsula de Yucatdn, no existen estudios publicados
sobre su desarrollo, el momento 6ptimo de su cosecha y la adquisicion de sus

atributos de calidad.



[I. OBJETIVOS
|. Determinar las principales fases del desarrollo de la semilla de chile

habanero

Il. Conocer la cinética del establecimiento de las aptitudes de calidad de la
semilla durante su desarrollo correlacionandola con las caracteristicas externas

del fruto



lll. REVISION DE LITERATURA

3.1 Generalidades del chile Habanero
3.1.1 Origen, historiay domesticacion

El género Capsicum ha sido parte de la dieta humana desde 7500 a.C. Los
antepasados nativos de América ya cultivaban chile desde 5200 a 3400 a.C. El
género Capsicum fue domesticado en diferentes partes de Sur y Centro América.
Las cinco especies domesticadas son C.annuum L., C. baccatum L., C. chinense
Jacq., C. frutescens L. y C. pubescens (Bosland, 1996).

Se considera que C. chinense es la mas variable de las especies
domesticadas en América. Esta estrechamente emparentada con C. frutescens y
su distribucion en América del Sur es similar. Su area de mayor diversidad es la
cuenca Amazédnica (Cheng, 1989).

Dewitt y Bosland (1994), sefialan que el centro de origen de C. chinense es
la Amazonia. El area de domesticacion de C. chinense fue el norte de América del
Sur; hallazgos arqueologicos de la cultura Chavin en la costa de Pera, 1200 a.C.,
indican que su cultivo es muy antiguo. Pickersgill (1971) plantea una difusion del
C. chinense desde la cuenca amazédnica hasta la costa del Pera, al mismo tiempo
que se extendia la técnica para hacer cerdmica. Hay restos de esta especie de
chile en Huaca Prieta y Punta Grande, Peru; en el nivel estratigrafico anterior a la
aparicion de la ceramica. Dicho autor fecha esta difusion entre 122 a.C. y 150 d.
C. Hoy dia, poblaciones silvestres y cultivadas se distribuyen desde el area

amazonica hasta México (Leon, 1987).



Aunque la especie C. chinense aparentemente se domesticO primero en
Pert, hoy dia la region de Los Andes se caracteriza principalmente por la
presencia de cultivares de C. pubescens y C. frutescens. Los cultivares de C.
chinense son muy raros, pero aun existen varias variedades locales en los tropicos
peruanos. El cultivar mas renombrado es “Chinchiuchu”, de frutos rojos muy
picantes; y un cultivar de frutos amarillos conocidos como “aji limo” (Katzer, 2003).
C. chinense tiene un papel importante en el arte culinario del Caribe y de Africa.
Se introdujo al continente africano después de las primeras relaciones europeas
con América. Dewitt y Bosland (1993) y Long-Solis (1998), sefialan que de la
Amazonia se disperso en tiempos precolombinos a diferentes islas de la Cuenca

del Caribe y de éstas, a su vez a la Peninsula de Yucatan.

3.1.2 Descripcién botanica de Capsicum chinense J.

El chile habanero posee una raiz principal de tipo pivotante, la cual
profundiza de 0.4 a 1.2 m, con raices secundarias extendidas en el suelo. Su tallo
es erecto, de color verde con o sin coloracién violeta de los nudos; con una altura
de 0.3 a 1.2 m. Dependiendo de la variedad, posee 4 ramas primarias y 4
secundarias, carece de pubescencia a veces puede estar cubierto de pelos o
tricomas (Alpizaret al., 2003).

La planta tiene de dos a cinco flores por ndédulo, con pedicelos
generalmente declinantes, pero los hay erectos también. El caliz carece de
dientes, es glabro pero presenta un borde dentado marcado entre la base y el
pedunculo. El color mas comun de la corola es amarillo verdoso y blanco verdoso

con anteras azules. EIl fruto puede ser de forma esférica o alargada, con



pericarpio liso o arrugado. Ciertos cultivares tienen forma de trompo, con areas
hundidas. El color del fruto puede ser blanco, anaranjado, amarillo, salmon, rojo o
café. En la base del fruto es caracteristico que el caliz presente una constriccion
anular. Las semillas son arrugadas, color paja irregularmente con bordos salientes

y ondulados (Cano, 2003).

3.1.3 Taxonomia

Reino: Plantae (Plantas)

Subreino: Tracheobionta (Plantas Vasculares)
Superdivision: Spermatophyta (Plantas con semillas)
Division: Magnoliophyta (Plantas con flores)

Clase: Magnoliopsida (Dicotiledoneas)

Subclase: Asteridae

Orden: Solanales

Familia: Solanaceae

Género: Capsicum

Especie: Capsicum chinens Jacq. (USDA, 2003).

El nombre especifico chinense, es un enigma, puesto que su procedencia
americana era conocida en 1776, cuando el taxdbnomo francés Jacquin lo nombro,
sin embargo, es probable que este cientifico obtuvo sus semillas de China

poniendole ese nombre (Bosland, 1996; Long-Solis, 1998).



3.1.4 Propagacién

El chile habanero se propaga por semilla, las semillas tardan de 7 a 21 d
para germinar. El proceso de germinacion de las semillas aun bajo 6ptimas
condiciones, puede ser lento e irregular, se necesita calor, aireacion y humedad,;
para que los porcentajes altos de germinacién ocurran se necesita entre 21 a 26.5
°C, aunque la germinacién més rapida ocurre entre los 32.2 y 37.7 °C. Humedecer
las semillas durante 2-3 dias puede ayudar en la velocidad de la germinacion
(Chile Pepper Institute, 2003). Si han estado almacenadas mucho tiempo se
recomienda darles un tratamiento de remojo con agua, afiadiendo una cucharada
de sal por litro (las semillas se dejan en ésta agua a temperatura ambiente por 2 o
3 d) (Jesiolowski, 1993). Santana et al., (2002), reportaron que la germinacion de
la semilla que ha sido almacenada a largo plazo se favorece con la adicion de
acido giberelico (AGs). A si mismo, Garrufia et al.,, (2014), mencionan que el
acondicionamiento de semillas de Capsicum chinense aumenta con la adiccion
acido giberelico.

Por otra parte, Bautista (2003), estudiando el efecto del aclareo de los frutos
en la planta de chile habanero, encontré que la cantidad de frutos producidos por
planta influye sobre la calidad de las semillas (tamafio, vigor, germinacion) y que lo

mejor es dejar de 20 a 40 frutos por planta con fines de producciéon de semilla.

3.2 Las semillas de chile
La semilla en chile representa la base para la obtencion de las plantulas

que se van a cultivar. El rendimiento en semillas varia mucho con el cultivar y el



vigor germinativo de las semillas es mayor cuando son colectadas de frutos
pacificados que dé frutos maduros o entreverados (Cavero et al. 1995)

Las semillas son diferentes en forma, tamafo, color y condiciones como
germinacion, comportamiento y latencia (Mayer y Poljakoff-Mayber, 1975). En
chile, las semillas tienen una forma aplastada hemidiscoidal. El lado mas recto
presenta el hilio. La superficie es relativamente lisa sin aspecto pubescente. La
mayoria de las semillas se sitlan en la regién de la placenta central y el peso y
tamafio de la semilla estan correlacionadas con el tamafio del fruto (Nuez, 2003).
Normalmente, una semilla contiene material de reserva (carbohidratos, lipidos,
proteinas) que utiliza durante el proceso de germinacion, frecuentemente presente
en el endospermo. En el caso del chile, el endospermo puede contener una
variedad de material almacenado como almidén, aceite, proteinas o hemicelulosa,
y es la principal localizacion de los materiales de reserva (Mayer y Poljakoff-
Mayber, 1975; Nuez, 2003). Las macromoléculas como proteinas y especialmente
los carbohidratos son catalizadas para liberar energia metabdlica usada para el
reinicio de crecimiento del embrién en la germinacion (Cochrane, 2000).

El embrion esta curvado sobre si mismo y consta de un eje embrionario con
dos cotiledones y esta constituido por la radicula dirigida hacia la region del hilio;
el hipocotilo al que se unen los cotiledones curvados hacia el interior y la plumula
o epicotilo, donde se forman las primeras hojas no cotiledonares (Nuez, 2003).

Las semillas de chile presentan un comportamiento ortodoxo, manteniéndose
viables por periodos de 5-8 afios a contenidos de humedad entre 4 y 6 % a
temperaturas de -10°C. Los cultivares de C. annuum no presentan fenémenos

acusados de latencia en las semillas (Nuez, 2003).



Sobre la germinacién inciden diversos factores, destacando la necesidad
de humedad y aireacion, asi como un rango térmico entre 20 y 30°C. A
temperaturas proximas a 30 °C la germinacidbn es mas rapida que con

temperaturas menores y a 35°C no se produce germinacion (Nuez, 2003).

3.3 Desarrollo de las semillas
El desarrollo del embrion en angiospermas puede ser dividido en tres

etapas fundamentales:

3.3.1 Histodiferenciacion.

Durante esta etapa el cigoto sufre divisibn mitética y las células hijas se
diferencian para formar el cuerpo basico del embridon, compuesto del eje
embrionario y de los cotiledones; ocurre la formacion del endospermo triploide.
Los tejidos embrionarios son metabdlicamente muy activos, con altos niveles
respiratorios, y con los organelos subcelulares, como mitocondrias y cloroplastos,

bien diferenciados (Ferrant et al.1993).

3.3.2 Expansion celular y acumulacion de reservas.

Vacuolizacién: en esta etapa ocurre un periodo de expansion por
vacuolizacion, y los tejidos de algunas semillas son muy sensibles a la desecacion
(Berjak et al., 1993). También se caracteriza por la expansién de las células y
acumulacion de reservas.

En la mayoria de las semillas aumenta la tolerancia a la desecacion

conforme se pierde agua (Kermode y Bewley, 1985). El aumento relativo en la
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tolerancia a la desecacién es el resultado de la formacion de nuevas membranas y

organelos, asi como de la acumulacion de nutrientes de reserva en el citoplasma,

lo que puede amortiguar algunas de las tensiones mecanicas de la deshidratacion

(Kermode, 1990). Es decir, existe una correlacién entre la cantidad de nutrientes

disponibles y el grado de tolerancia a la desecacion (Lai et al., 1992; Compton et

al., 1992). Para las semillas ortodoxas la maxima tolerancia a la desecacion ocurre

cuando la acumulacién de reservas es maxima (Figura 1) (Bryant y Wolfe, 1989)

Estado

Proceso

Control

Histodiferenciacion Expansion celulary Maduracién Dispersion Germinacién
deposicion de reservas Secado
Formacion de Acumulacion de reservas Declinacién Meses "
s Lipidos dela ~ g
estructuras ‘S Almidones|  Adquisicion actividad ° £ S 3
. . © T o~ T o
embrionarias y 2| cHoss de metabolica afios il 3| o
i i érdida £ 0 c
de reserva 2 | Proteinas [ toleranciaa yp cl 2| §
g la desecacién de ABA < 2 3
o =
al| 3
A
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Germinacion
precoz

Figura 1. Eventos que ocurren durante el desarrollo de la semilla hasta la germinacion y

crecimiento, y el posible control de estos procesos en semillas tolerantes a la desecacion.

El signo (+) denota promocién en el evento y el signo (-) inhibicion por factores

concernientes (Kermode, 1990).
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El desecamiento de los embriones de mangle gris (Avicennia marina)
favorece la vacuolizacion a lo largo del desarrollo; en tales condiciones las
proteinas y los lipidos no son acumulados y los niveles de almidéon son minimos
(Ferrant et al., 1993). Kermode (1990) propuso un nivel critico de acumulacién de
materia seca para resistir las tensiones mecanicas del desecamiento, lo cual
parece indicar la correlacion entre la magnitud de vacuolizacion (que se asocia
con un aumento en la cantidad de reservas complejas) y el grado de sensibilidad a
la desecacion.

Sin embargo, esta correlacibn no siempre se sostiene, ya que puede
inducirse tolerancia a la desecacion en embriones inmaduros con vacuolas no
saturadas de reservas (Kermode, 1990). Ademas es posible que desde la division
celular y la vacuolizacién, la germinacion se aumente (Crevecoeur et al., 1988).

Diferenciacién de organelos: durante la ultima fase de acumulacion de
materia seca (en semillas ortodoxas) hay una diferenciacion general de organelos
subcelulares como mitocondrias, cloroplastos y polisomas (Schneider et al., 1993).
La pérdida de la membrana de plastidos en embriones de semillas ortodoxas
coincide con la tolerancia a la desecacion extrema (Galau et al., 1991), pero no es
un fendmeno universal ya que en semillas de chicharo (Pisum sativum) no ocurre.
Algunos investigadores consideran que la habilidad de los organelos de
diferenciarse y el cese del metabolismo de una manera programada, son
necesarias para lograr la tolerancia a la desecacion. Pero cuando ocurre
desdiferenciacion y coincide con la fase de desecacion, es dificil evaluar si es un

requisito previo y un mecanismo de tolerancia a la desecacion, o meramente una
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consecuencia del tratamiento de secado (el embrion ya es tolerante a la
desecacion) (LePrince et al., 1992).

Las reservas de la membrana: Estas reservas sirven como depdsitos que se
requerirdn cuando el plasmalema se expande durante la imbibicion y la
germinacion (LePrince et al., 1990). El suministro adecuado de materia prima para
formar membranas ayudaria a aliviar algunas tensiones mecanicas (Berjak et al.,

1993).

3.3.3 Maduracién — Secado

La maduracién generalmente concluye con un bajo contenido de humedad
y una reduccién gradual en el metabolismo, como consecuencia de la pérdida de
agua en los tejidos de la semilla, y el embrion pasa de un estado metabdlicamente
inactivo (Kigel y Galili, 1995)

Navarro (1990) mencion6 que la calidad fisiolégica de la semilla de tomate
no se afecta por el grado de madurez; pero para propésitos de rendimiento y
facilidad de extraccion de la semilla se recomienda el grado de madurez maduro y
pasado.

Hernandez (1990) en un experimento que realiz6 en tomate encontro
efectos de grado de madurez sobre la calidad de la semilla: obteniendo para
porcentaje de germinacion, primer conteo de germinacion, valor germinativo y
peso volumétrico, los mejores resultados en semillas provenientes de un fruto en

color rojo intenso, siendo estadisticamente similar a los frutos en color naranja.
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Robles (1992) reporté que los mas altos porcentajes de germinacién y viabilidad
de la semilla de chile habanero se logran al cosechar los frutos en color naranja y
pinto, y con un tiempo de postmaduracion de 7 dias.

La deshidratacion de la semilla contribuye a la dispersion de esta y permite
su sobrevivencia durante largos periodos (Bradford, 2004). La tolerancia a la
desecacion estd dada por la sintesis de proteinas y azucares especificos que
aunque se sintetizan durante la fase iniciales del desarrollo, cuando el contenido
de &cido abscisico es aun elevado, su acumulacién se acelera durante la
deshidratacion, alcanzando el maximo en la madurez.

El disacarido trealosa es importante en la adquisicién de tolerancia a la
desecacion porque cuando hay estrés hidrico, la estructura del disacéarido le
permite remplazar al agua en la membrana celular y asi mantener su estructura.
Este carbohidrato también mantiene la estructura de algunas proteinas durante la
deshidratacion y evita su desdoblamiento y desnaturalizacién. En algunas semillas
la trealosa esta ausente; en estos casos, la sacarosa en conjunto con algunos
oligosacaridos puede realizar la funcién de ésta al crear un estado vidrioso en
tejidos secos que disminuye la velocidad de las reacciones quimicas que
promueven la degradacion de los componentes de la semilla (Buitink et al., 2002).

En cuanto a las, las proteinas que se conocen como abundantes en
embriogénesis tardia (LEA por sus siglas en ingles), estas se caracterizan por
componerse de aminoacidos hidrofilicos que las hacen solubles en agua y
resistentes a la desnaturalizacion causada por las altas temperaturas. Se han
encontrado evidencias de la presencia de estas proteinas en otros érganos de la

planta como respuesta a estrés ambiental y al acumulacion de acido abscisico;
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esto sugiere gue estas actlan en el mantenimiento de la conformacién de la
membrana celular durante la deshidratacion (Bewley y Black, 2000; Bradford,
2004).

En semillas de chile dulce se observé la ausencia de LEAs en los estados
iniciales de madurez de la semilla (40 dda). Estas proteinas se expresaron con
poca intensidad en semillas obtenidas de frutos cosechados 50 dda vy
almacenados 12 d. En semillas de 60 y 70 dda las proteinas se hicieron presentes
en mayores cantidades indicando que su acumulacion ocurre después del estado
de maduracién del fruto pues se asociaron a la etapa de madurez fisioldgica,
donde la semilla inicia con la adquisicién de tolerancia a la desecacion (Vidigal et
al., 2009).

Las proteinas LEA, originalmente fueron descritas en las semillas de
algodon; se acumulan en grandes cantidades en estructuras tolerantes a la
desecacion (semillas, polen) y en tejidos vegetativos sometidos a estrés abiotico,
sequia, salinidad y frio. También se hallan en organismos anidrobidticos, en
plantas de resurreccion, algunos invertebrados y microorganismos. La presencia
de proteinas LEA se correlaciona con la adquisicién de tolerancia a la desecacion.
Desde un principio se les atribuyé un papel en las respuestas de las plantas en la
adaptacion al estrés (Shih et al. 2008).

Las proteinas LEA se clasifican en diversos grupos en funcion de dominios
y secuencias de aminoacidos especificos. Los grupos 1, 2 y 3 son los mas
relevantes ya que abarcan la mayoria de las proteinas de la familia LEA. Una
caracteristica general de estas proteinas es su elevada hidrofilicidad, alto

contenido de aminoacidos cargados y su falta de estructura en estado hidratado. A
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pesar de encontrarse mayoritariamente en forma de “random coil”’, algunas
adquieren un cierto grado de estructura durante la deshidratacion o en la
presencia de agentes promotores de a-hélices (Shih et al. 2008). A nivel celular se
han hallado en todas las localizaciones, citosol, nucleo, nucléolo, mitocondria,
cloroplasto, vacuola, reticulo endopldsmico, peroxisoma y membrana plasmética,
donde se supone ejercen su funcién protectora frente al estrés (Tunnacliffe y Wise
2007, Hundertmark y Hincha 2008). En relaciéon a las modificaciones post-
traduccionales, algunas se hallan fosforiladas (Jiang y Wang 2004, Heyen et al.
2002, Rohrig et al. 2006). Los efectos protectores de las varias proteinas LEA se
han demostrado mediante ensayos in vitro y en aproximaciones transgénicas que
han dado lugar a fenotipos resistentes a la sequia, sal y frio. Por lo general, se
considera que estas proteinas contribuyen a la proteccion y a la estabilizacién de
macromoléculas y estructuras celulares en las respuestas de adaptacion al estrés
en plantas; sin embargo, sus funciones especificas aliin no han sido esclarecidas.

A nivel molecular se ha propuesto que las funciones de las proteinas LEA.

3.4 Calidad de las semillas

Khan (1977) denota que el concepto de calidad de semilla involucra
diferentes aspectos, tales como homogeneidad genética, apariencia fisica, buen
estado fitosanitario y uniformidad, viabilidad de semilla y ademas, buenos
resultados en campo, traducidos en emergencia, desarrollo de plantas,
crecimiento y rendimiento; ante esto, Doijode (2001) afirma que semillas
vigorosas producen plantas fuertes, uniformes y saludables que tienen un mejor

desarrollo en su establecimiento y adicionalmente exhiben relativamente una
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mayor longevidad.

La calidad de semilla se puede ver afectada por un sinnimero de factores
genéticos, fisioldgicos y citoldgicos, asi como patoldgicos y mecénicos (Khan,
1977); por eso siempre que se habla de calidad de la semilla, se referird a la
calidad genética, fisica, fisioldgica y sanitaria de la misma.

La calidad genética es una factor que corresponde a la fidelidad con la que la
semilla transmite sus caracteristicas genotipicas de la variedad, tales como la
identidad y la pureza genética (Garcia, 1981).

En la calidad sanitaria se considera el estado en el que se encuentra la
semilla en relacién a la presencia de plagas y enfermedades debiendo estar libre
de dafos por hongos, bacterias, virus e insectos (Garcia, 1981).

La calidad fisica se refiere a las caracteristicas observables o factibles de
medir en la semilla; consiste en determinar el contenido de humedad, el peso por
volumen y la pureza de la semilla. Adicionalmente se menciona el color, tamafio y
forma como componentes de calidad (Garcia, 1981).

Gonzéalez (1994) define la calidad fisiologica como la facultad de la semilla
para germinar, emerger y dar origen a plantas uniformes y vigorosas bajo un
amplio rango de condiciones que pueden encontrarse al momento de la siembra.
La calidad fisiolégica es uno de los factores mas importantes, puesto de esta
depende el éxito de las semillas en campo y es el tipo de calidad que con mayor
frecuencia se pierde ya que incluye aspectos como viabilidad, poder germinativo y

vigor.
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3.4.1 Vigor de la semilla

El vigor ha sido definido como la sumatoria total de aquellas propiedades de
las semillas que determinan el nivel de actividad y el comportamiento de éstas o
de un lote de semillas durante la germinacion y emergencia de las plantulas. Las
semillas que muestran un buen comportamiento son consideradas de alto vigor, y
aguellas que presentan un pobre comportamiento son de bajo vigor (ISTA, 2004).

El vigor juega un papel muy importante durante el almacenamiento de
semillas. Las que son vigorosas poseen un mayor potencial de almacenamiento y
se preservan bien por largos periodos hasta que pierden su viabilidad, ya que la
viabilidad tiende a reducirse gradualmente durante el almacenamiento. El vigor es
un término usado para estimar la calidad de las semillas; cuando estan vigorosas
producen plantulas uniformes, fuertes y sanas que tienen mejor establecimiento en
campo y muestran relativamente mayor longevidad (Doijode, 2001).

El vigor de semillas generalmente es evaluado por las siguientes pruebas:
crecimiento de plantulas, velocidad de germinacion, medicion de solutos en
semillas, consumo de oxigeno y liberacién diéxido de carbono (actividad
respiratoria), tetrazolio, prueba de la actividad del acido glutamico descarboxilasa

(GADA) y diferentes tipos de pruebas de estrés, entre otras (Doijode, 2001).

a) Prueba de germinacion

Esta prueba es una de las mas ampliamente usadas para estimar la
germinabilidad de las semillas. Usualmente la germinacion se establece en papel,
arena o en otro medio con condiciones calido-humedas. Estima el maximo

porcentaje de semilla capaz de desarrollarse en plantulas sanas. Los procesos de
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germinacion varian para diferentes cultivos y han sido estandarizados por la
International Seed Testing Association (ISTA) y la Association of Official Seed

Analysts (AOSA) (Mullen, 2003).

b) Prueba de envejecimiento acelerado

La prueba estandar de germinacion con frecuencia sobreestima la
germinacion que ocurre en el campo, porque las condiciones en este para la
germinaciéon son usualmente mas estresantes que aquellas usadas para la prueba
de germinacién en laboratorio. Se han desarrollado diversas pruebas de vigor que
estiman la calidad de un lote de semillas que serd sembrado en campo.

La prueba de envejecimiento acelerado es una de las pruebas de vigor de
semillas mas comunes, y en esta las semillas son expuestas a altas temperaturas
(41 °C aproximadamente) y 100 % de humedad relativa por 3 a 5 d, seguida de
una prueba de germinacion en condiciones Optimas. Esta prueba es usada para
estimar el potencial de germinacién en las condiciones de estrés que la misma
confiere (Mullen, 2003). Asimismo, permite estimar el deterioro que la semilla sufre
en almacenes y el vigor de la misma, y puede aplicarse a cualquier tipo de semilla
ya que esta prueba puede producir informacion de calidad en forma constante
(Delouche y Baskin, 1973; Copeland y McDonald, 2001).

Esta prueba frecuentemente se lleva a la par o se mide con un ensayo de
velocidad de emergencia, la cual consiste en poner a germinar semillas en arena o
en papel. Diariamente se cuenta el nimero de plantulas normales emergidas

hasta alcanzar una poblacion constante. Posteriormente, mediante una expresion
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matematica se calcula la velocidad de emergencia, segun la cual el lote con mayor
velocidad, seré el més vigoroso (Copeland y McDonald, 2001).

Para especies de semilla relativamente pequefia, como la mayoria de las
hortalizas, la prueba de envejecimiento acelerado puede presentar ciertas
limitaciones; ya que las semillas pequefias absorben agua mas rapida vy
desuniformemente durante el periodo de envejecimiento, lo que puede acelerar el
proceso de deterioro o resultar en un comportamiento variable entre las semillas
de una muestra, interfiriendo en la precision de los resultados (Bhering et al.,
2006). En virtud de lo anterior, Jianhua y McDonald (1996) propusieron un método
modificado usando soluciones salinas saturadas en sustitucién de agua, lo que
permite reducir las humedades relativas en la prueba, obteniéndose niveles
especificos de humedades relativas dependiendo de la solucion utilizada. Ademas
esto permite la absorcion de agua a una velocidad e intensidad méas baja, por lo
que el proceso de deterioro es menos drastico. La eficiencia de este procedimiento
ha sido probada en semillas de chile (Capsicum annuum L.) (Panobianco y
Marcos-Filho, 1998) y en semillas de sorgo (Sorghum bicolor L.) (Bennet et al.,

2001).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Localizacion del experimento

La fase de campo del presente estudio se realiz6 en un invernadero de
produccion de hortalizas del Instituto Tecnologico de Conkal (ITC), Yucatan, 19°
20’ LN y 20° 37’ LO, a una altura de 10 msnm. El clima predominante es el calido
sub-humedo con lluvias en verano AWO (x') (I) g (CONAPO, 1994). La
temperatura media anual es de 26.5 °C con una precipitacion media anual de 900

mm.

4.2 Material vegetal a utilizar
Se utiliz6 semillas de chile habanero de la variedad experimental H258,

proporcionada por el programa de Recursos Genéticos de Chile Habanero del ITC.

4.3 Manejo del experimento

El establecimiento del cultivo se realizé en la primera semanas de enero de
2013. Se sembraran 200 semillas chile habanero en charolas de unicel
desinfestadas con cloro al 5 %. El sustrato utilizado fue sustrato comercial cosmo
peat ©. Se regaron y fertilizaron con Polyfeed® (19-19-19) cada tercer dia con dosis
de 1 g L™ Se mantuvieron en el invernadero hasta los 45 dias. En este momento
se realiz6 el trasplante en surcos sencillos, la separacion entre las plantas fue de

30 cm y 1.50 m entre surcos. El riego se aplico utilizando un sistema localizado
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por goteo tipo cintilla. La fertilizacién y el control de plagas y enfermedades se

realizé de acuerdo al paquete tecnolégico propuesto por Soria et al (2000).

A) CARACTERISTICAS DEL FRUTO

4.4 Edad del Fruto

Para controlar la edad del fruto se marcaron flores al momento de la antesis
con etiquetas de colores colocados en la region cercana al pedicelo, indicando la
fecha de aparicion de esta y la fecha en que se colecto el fruto.

A los 21, 28, 36, 48 y 52 d después de antesis (DDA) se obtuvieron 120
frutos que fueron cortados manualmente del primer y segundo estrato de la planta.

Se tuvo especial cuidado en que los frutos tuvieran buenas condiciones sanitarias.

4.5 Variables medidas al fruto

En 16 frutos se midieron:

4.5.1 Largo del fruto (cm)
Se midi6 con un vernier electrénico (TRUPER, CHINA), desde la base del

pedunculo del fruto hasta la parte terminal del fruto.

4.5.2 Ancho del fruto (cm)

Se medioé después de realizar un corte longitudinal del fruto, se considero de un

extremo a otro en la parte central.
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4.5.3 Peso fresco de fruto (g)

Se peso6 en una balanza de precision (Ohaus, EE. UU.).

B) CARACTERISTICAS DE LA SEMILLA

4.6 Factores y niveles de estudio

En cuanto a la semilla se estudi6 el efecto de dos factores con sus

respectivos niveles, los cuales se presentan en el siguiente Cuadro 1:

Cuadro 1. Factores y niveles de estudio del experimento de chile Habanero H258

realizado en Conkal, Yucatan en enero de 2013.

FACTOR NIVELES

21 DDA
28 DDA
Desarrollo del fruto 36 DDA
44 DDA

52 DDA

Periodos de almacenamiento Semilla fresca (0 DDE)

Semilla secada 10 DDE

DDA = Dias después de antesis; DDE = Dias después de extraccion

La extraccion de las semillas se realiz6 de forma manual, en una camara de

extraccion de gases debido al picor del fruto y sus componentes. Se cortd
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transversalmente el fruto, cuidando de no dafiar la semillas, posteriormente se

extrajo la semillas con la ayuda de unas pinzas.

4.7 Variables de la semilla

4.7.1 Contenido de humedad (%)

Se utilizo el método de secado a la estufa a 130 °C, para esto se utilizaran 2
repeticiones de 50 semillas cada una. Para cada repeticion se pes6 una caja de
aluminio y su tapa (P1) en una balanza analitica, después se deposité las semillas
en la caja, se tap6 inmediatamente y se pesd nuevamente (P2).

Se colocé la caja conteniendo las semillas en una estufa (Thelco 31480,
EE. UU.) a la temperatura correspondiente durante 1 h. Al termino del tiempo de
exposicion, se pesaron nuevamente obteniéndose el P3. El contenido de humedad
se calculé mediante la siguiente formula.

P2 — P3

_— - —0
P57 P1X 100 = % de humedad

4.7.2 Peso de 1000 semillas (g)

Para esta prueba se contabilizo ocho repeticiones de 100 semillas cada una
al azar, se peso cada repeticion y se obtuvo el valor en gramos.
Se obtuvo la varianza, la desviacion tipica y el coeficiente de variacion de la

siguiente manera:
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N(Xx?)EX)2

1. Varianza=
N(N-1)

Donde

X=Peso (g) de cada repeticion

N= Numero de repeticiones

2. Desviacion tipica (S) = Varianza

3. Coeficiente de variacion = % (100)

Donde:

%z Media de peso de cien semillas

Si el coeficiente de variacion no excede de 4.0, el resultado de la prueba sera

aceptado y calculado con la siguiente formula.

Peso de 1000 semillas= (%)10

Debido al alto contenido de humedad de las semillas al inicio de su
desarrollo y al sacarse del fruto para medir esta variable, se decidié expresar esta

variable en g de materia seca.

4.7.3 Germinacion (%)

Se realiz6 una prueba de germinacion estandar en un cuarto a 25 + 1 °C,
con luz constante; se emplearon cuatro repeticiones de 25 semillas colocadas en
una capa de papel absorbente humedecidas con agua destilada, en cajas Petri.
Con el total de semillas germinadas a los 21 d de establecida la prueba se calculd

el porcentaje de germinacion (PG).

4.7.4 Velocidad de emergencia de radiculas (radiculas d?) y cinética de

germinacion
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En la prueba de germinacién, diariamente se contabilizaron las semillas
germinadas (con protrusion de la radicula) hasta los 21 d, lo que permitié observar
la cinética de la germinacion. La velocidad de germinacion o velocidad de
emergencia de radiculas (VG) se calculé como:

VG =3 (nilty),
donde n; es el nimero de plantulas germinadas durante el intevalo t, que es el

tiempo desde la siembra hasta el dia de conteo (ISTA, 2004).

4.7.5 Germinacion después de envejecimiento acelerado (%)

Se utilizaron cajas de plastico de 12 x 12 x 6 cm, a las que se les
agregaron 80 mL de agua destilada, colocando una malla de alambre por encima
del nivel del agua como medio de soporte de las semillas y asi evitar el contacto
de éstas con el agua. En cada caja se depositaron 100 semillas y se mantuvieron
en una incubadora a 42 + 0.5 °C por 48 h (Bhering et al., 2006). Después del
periodo de envejecimiento se realizdé una prueba de germinacién estandar como

se describi6é anteriormente.

4.7.6 Conductividad eléctrica (uS cm™ g semilla)

Se utilizaron cuatro repeticiones de 50 semillas, cada repeticion se
sumergié en 50 mL de agua desionizada con una conductividad eléctrica de 2 pS
cm™ y se incubaron durante 24 h a 25 °C. La conductividad eléctrica de la solucién

de remojo se midio6 utilizando un medidor de conductividad (Corning 1413).
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4.7.7 Actividad de proteinas LEA

Esta determinacién se realizé siguiendo el protocolo de Vidigal et al. (2009).
Se utilizaron semillas de frutos frescos. Inicialmente, las semillas se pusieron en
imbibicidn por 30 min, en agua corriente para la extraccion del embrion.

Las proteinas LEA se extrajeron moliendo 100 mg de embriones en 1 mL de
tampon de extraccion (50 mM Tris-HCL-7.5; 500 mM NaCl; 5 mM MgCI2; 1 mM
PMSF) usando un mortero y nitrégeno liquido El triturado molido se transfirido a
microtubulos de 1500 uL y se centrifugo (16000 g) durante 30 mina 4 ° C.

El sobrenadante se calentd durante 15 minutos a 85 ° C, a bafio maria y
luego se centrifugo nuevamente como se menciond anteriormente. El
sobrenadante se transfirio a un microtubulo.

Para la electroforesis, se mezclé 70 pL del extracto embrionario con 40 pL
del buffer (2,5 mL de glicerol, 0,46 g SDS, 20 mg de azul de bromofenol) y el
volumen de final se ajusté a 20 mL con el tampon de extraccion. La mezcla se
puso a hervir durante 5 min y posteriormente se aplic6é 60 mL de la mezcla a cada
pocillo del gel de SDS-PAGE (12.5, gel separador, 6 concentracion del gel). Se
realizé la electroforesis a 120 V y el gel se tifio durante 12 h en una soluciéon que
contiene azul de 0.05% de azul de Coomassie y 10% de tefiido de &cido acético

(Alfenas, 2006).

4.8 Disefio Experimental
Se utilizé un disefio experimental completamente al azar factorial 5 x 2

mencionados en el cuadro 1.
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4.9 Analisis Estadistico.

Se realizaron pruebas de homogeneidad y andlisis de varianza y prueba de
comparacion de medias por el método de Tukey, considerando un experimento
con los factores y niveles, sefialados en el Cuadro 1, para las variables de calidad
fisiolégica de semillas (germinacion, velocidad de emergencia de radiculas,
germinacion después de EA y conductividad eléctrica) . Los datos expresados en
porcentaje se sometieron a una transformacién consistente en aplicar la raiz
cuadrada del arco seno del dato en porcentaje, con la finalidad de que cumplan
con los supuestos del andlisis de la varianza y ser objeto de analisis. Se usaron
los programas Excel® 2011 (Microsoft, Inc. EE.UU) y Statistical Analysis System

version 9.1.3 (SAS, 2003) para la captura y andlisis de datos.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Crecimiento del fruto

A

Largo de fruto (cm)
O P N W b O1 O

|

Ancho de fruto (cm)
N

12
10

@]

Peso del fruto (g)

o N B~ O ©©
1

10 20 30 40 50 60

Dias después de antesis

Figura 2. Crecimiento del fruto de chile habanero durante el ciclo invierno-
primavera 2013. Conkal, Yucatan. Las barras horizontales representan la

desviacion estandar.
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El fruto presenta un crecimiento de tipo sigmoidal que alcanza su maximo a
los 44 DDA. No se registraron datos antes de 21 DDA, cuando aparentemente
existe un mayor aumento de longitud (Figura 2A) y ancho (Figura 2B) del fruto. Lo
anterior puesto que el trabajo de investigacion se interesaba méas al desarrollo de

la semilla que del fruto.

En la Figura 3 se muestran imagenes del fruto en las diferentes fechas de
muestro. De acuerdo con estas imagenes a los 42 DDA el fruto alcanzé las
caracteristicas de inicio de cambio de color, que es el indicador de la madurez
fisioldégica del fruto y puede ser cosechado para su comercializacion. Lo cual
coincide plenamente con la fecha en la que se encontraron las caracteristicas de

maximo del fruto, como se menciond anteriormente.
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Figura 3. Aspecto de los frutos de chile habanero en cinco etapas de madurez

A los 52 DDA, el fruto tiene las caracteristicas Optimas buscadas en el

mercado, el color naranja brillante (Figura 3).

5.2 Desarrollo de la semillay adquisicion de sus pardmetros de calidad
5.2.1. Contenido de humedad
En la semilla secada durante 10 d (Figura 4), el contenido de humedad fue

en promedio 10.9 % con un coeficiente de variacion de 0.06, lo que expresa muy
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poca variabilidad. Esto es debido a que la semilla se puso en equilibrio con la

humedad del ambiente.

80 1 —=— Semilla fresca

- <« = Semilla secada 10 d

Contenido de humedad (%)
N
o

10 20 30 40 50 60
Dias después de antesis

Figura 4. Contenido de humedad de semillas de chile habanero cultivado en

Conkal, Yucatan.

En cuanto a las semillas extraidas e inmediatamente puestas a germinar
(semilla fresca), las obtenidas a los 21 DDA eran inmaduras, mucilaginosas,
delgadas y con contenido de humedad mayor al 70 %. Entre los 28 y los 44 DDA
ocurrié una reduccién rapida de la humedad de las semillas, hasta de 38 % a los
44 DDF. En este muestreo y en el ultimo (52 DDA), las semillas dentro del fruto
mantuvieron una humedad cercana a 38 % (Figura 3). Lo anterior indicaria que
mientras se mantienen en el fruto, las semillas alcanzan un punto de equilibrio de
38 % en su contenido de humedad. Pérez-Camacho et al. (2008) observaron este

mismo punto de equilibrio en semillas de tomate verde (Physalis ixocarpa Brot.) el
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cual se alcanz6 al 45 % de contenido de humedad. Al respecto, Modi y White
(2004) reportaron en jitomate tipo Cherry que durante la madurez de la semilla
ocurre un flujo de salida de agua hacia la placenta, flujo que probablemente esté
asociado con uno de entrada de azucares solubles, que permite la deposicion y
acumulacion de reservas (Bewley et al., 2013).

Tanto el chile habanero como el tomate verde y el jitomate pertenecen a la
familia botanica de las solanaceas y poseen frutos carnosos; mientras su semilla
esta dentro del fruto puede mantener un alto contenido de humedad, el cual
desciende rapidamente al sacarse del fruto en el momento de la cosecha. El
efecto de este desecamiento rapido fue estudiado parcialmente por Peréz-
Camacho et al. (2008) concluyendo que un secado con aire a temperatura
ambiente o con aire caliente (25 °C) puede afectar negativamente el vigor de la

semilla.

5.2.2 Peso de 1000 semillas

El incremento del peso de la semilla se puede considerar como un indicador
de la cantidad de reservas almacenadas en la semilla, en efecto, la semilla es una
de las principales demandas fisiol6gicas en la planta y los fotosintatos
provenientes de la fuente fotosintética inmediatamente después de la polinizacion
son usados para abastecer de carbono y energia a la division celular y la sintesis
de membranas y paredes celulares durante el proceso de histodiferenciacion y
posteriormente para sintetizar macromoléculas de reserva, es por ello que el peso
de 1000 semillas (Figura 5) es una variable que puede sefalar las principales

fases que la semilla atraviesa durante su desarrollo.
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Figura 5. Crecimiento del Peso de 1000 semillas de chile Habanero H-258 en
diferentes fases de su desarrollo. Las barras horizontales representan la

desviacion estandar.

El peso de 1000 semillas (Figura 5) se incrementa, de manera sigmoidal sin
tener una fase apreciable de crecimiento exponencial, es decir de mayor velocidad
de crecimiento. Se puede considerar que el crecimiento es constante, desde los
21 DDA, cuando se iniciaron los muestreos en este trabajo experimental y hasta
los 44 DDA cuando llega a un maximo que se mantiene en el siguiente muestreo
que se realizo (52 DDA). Es claro que a los 44 DDA se llega al final de la fase de
acumulacion de reservas en la semilla de chile habanero, fase enunciada por
Bewley et al. (2013) al hablar del desarrollo de semillas en general. Bradford
(2004) sefiala que la importancia de evaluar el peso, radica en que es un indicador

de la calidad fisica y que un cultivo con deficiencia de nutrimentos y agua, dafio

34



por heladas o granizo, plagas y enfermedades, producira semilla de menor peso.
Conforme la semilla se acerca a su madurez, existe una acumulacién de reservas
que la hace mas pesada ademéas de que mientras las condiciones de crecimiento
son favorables, el crecimiento de la semilla es constante y su estancamiento
depende de los factores que determinaran la senescencia del fruto (Rodriguez et

al., 2011).

5.2.3 Calidad fisiolégica de las semillas de chile habanero

En el Cuadro 2 se muestran los resultados del a analisis de varianza de las
variables de calidad fisiolégica de la semilla. Las fuentes de variacién resultaron
significativas en su efecto sobre de variables evaluadas. Si se consideran los
valores de los cuadrados medios, el principal factor de influencia en las variables

es el desarrollo del fruto (d después de antesis a cada muestreo).

Cuadro 2. Cuadrados medios y nivel de significancia estadistica para las variables
de calidad fisica y fisioldgica de semillas de chile habanero provenientes de frutos

cosechados en cinco etapas de desarrollo.

Fuentes de Variacién GL G (%) G-EA (%) CE@EScm*g™)
Desarrollo del fruto (A) 4 875.31* 813.78* 140346.02*
Periodos de almacenamiento (B) 1  150.00* 15.87* 473.68*
A*B 4 12.46* 8.65* 553.97*
Error 30 0.96 0.75 22.48
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CV (%) 6.49 11.83 1.74

* Significativo a P < 0.05; G = Porcentaje de germinacion; G-EA = Germinacion

posterior a la prueba de Envejecimiento Acelerado; CE= Conductividad eléctrica.

a) Germinacion

La cinética de la germinacion a lo largo del desarrollo de la semilla sigue
una funcién sigmoidal caracterizada por una fase donde el crecimiento de la curva
es muy bajo o no existe, seguido de un crecimiento exponencial que concluye con
una fase donde el crecimiento de la curva se detiene completamente (Figura 6).
El porcentaje de germinaciéon aumento a partir de los 28 DDA conforme el tiempo
después de polinizacion aumentd, hasta un maximo alcanzado a los 44 DDA.
Sorprendentemente, la germinacién de semillas secadas 10 d fue inferior al de las
semilla fresca, recién extraida y puesta a germinar. Lo anterior es contrario a lo
encontrado por Pérez-Camacho et al. (2008) en semillas de tomate verde
(Physalis ixocarpa) quienes observaron que la semilla recién extraida germinaba
significativamente en menor porcentaje que la secada a 20 °C. Dos explicaciones
posibles se pueden dar a nuestros resultados. Posiblemente un secado muy
brusco ocasioné que una parte de la semilla secada durante 10 d se deteriorara y
no germinara por dafios en membranas u otros érganos internos (Bewley et al.,
2013). La segunda explicacion posible se relaciona con observaciones
encontradas por Garruiia et al, (2014) que muestran que algunas variedades de
Habanero pierden rapidamente su capacidad germinativa si la semilla no se

almacena en condiciones especificas, dicha capacidad se recupera aplicando
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hormonas como el acido giberélico, lo que muestra que la semilla estaria latente.
En algunas especies, la germinabilidad inicial de la semilla se ve rapidamente
disminuida debido a la sintesis de inhibidores como ABA y el acido jasmoénico, lo
que provoca una entrada en latencia de dicha semilla, la semilla sigue estando

viva pero no germina, a este fenOmeno se le conoce como latencia secundaria

(Hilhorst, 2007).

100 7 —=— semilla fresca

90 - « - Semilla secada 10 d
80 -
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30 A
20 A
10 -
0 T . . . .

10 20 30 40 50 60

Dias después de antesis

Germinacion (%)

Figura 6. Cinética de la germinacion de semillas de chile Habanero H-258 en
diferentes fases de su desarrollo. Las barras horizontales representan la

desviacion estandar.

b) Vigor (prueba de envejecimiento acelerado)

El vigor se considera como el ultimo parametro de la calidad fisiologica que la
semilla adquiere durante su formacion (Bewley et al, 2013) y el que el mas facil

pierde durante el deterioro. Para evaluar el vigor de la semilla, se han desarrollado
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diversas pruebas de laboratorio. Una serie de pruebas tratan de predecir la
emergencia de plantulas bajo las condiciones estresantes encontradas en campo.
En la mayoria de esas pruebas las semillas se someten a diferentes tipos de
estrés, determindndose al final la cantidad de plantulas normales capaces de
desarrollarse bajo estas condiciones. Como el vigor se puede correlacionar con el
deterioro de semilla, las pruebas de deterioro controlado o envejecimiento
acelerado (EA) son usadas, por una parte, como pruebas para evaluar la calidad
fisiologica de las semillas. Por otra parte, se asume que el proceso de deterioro
bajo envejecimiento artificial es similar a las ocasionadas por el deterioro natural
(Nagarajan y Pandita, 2001). En el caso de nuestro experimento, la maxima
germinaciéon observada después del envejecimiento acelerado es 53% en semilla
fresca y 39 % en semilla secada a los 10 d (Figura 7), valores que se encuentran
en semilla con un desarrollo de 44 DDA. La germinacion desciende un punto
porcentual en ambos tratamientos en el Ultimo muestreo, lo cual no es

significativo.
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Figura 7. Cinética de la germinacién posterior al envejecimiento acelerado (EA) de
semillas de chile Habanero H-258 en diferentes fases de su desarrollo. Las barras

horizontales representan la desviacion estandar.

c) Conductividad eléctrica de la solucién de imbibicion

Tradicionalmente esta prueba se utiliza como indicador de la viabilidad de la
semillas (ISTA, 2004). Al medir conductividad eléctrica (CE) de la solucion de
imbibicién se miden los solutos liberados por las semillas, lo cual es inversamente
proporcional a la viabilidad de estas; ya que se considera que una mayor CE
indica la organizacién o integridad de las membranas es deficiente. En este
trabajo de investigacion la disminucion de la CE (Figura 8) indicaria mejoras en la
organizacion de la membrana durante el proceso de maduracion (Vidigal et al.,

2009).
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Figura 8. Cambios en la conductividad eléctrica de la solucion de imbibicion de semillas
de chile Habanero H-258 en diferentes fases de su desarrollo. Las barras horizontales

representan la desviacion estandar

La conductividad eléctrica fue disminuyendo a lo largo del ciclo de
desarrollo de la semilla (Figura 8). Hasta alcanzar sus valores minimos a los 44
DDA. Vidigal et al. (2009) reportaron en Capsicum annum que la conductividad
eléctrica de las semillas disminuye durante el proceso de maduracion de los frutos;
considerando que una conductividad eléctrica baja indicaria la existencia de una
buena organizacion de la membrana celular, lo cual favoreceria al proceso de

germinacion.
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d) Velocidad de emergencia de radicula

La velocidad de germinacion mayor se obtuvo en semilla fresca a los 44 DDA con
2.08 semilla. dia™ (Figura 9), las semillas obtenidas a los 21 DDA, tanto en semilla
fresca como en semilla secada por 10 d, fueron incapaces de germinar por

tratarse de semillas inmaduras como ya se explicé anteriormente.
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Figura 9. Protrusion radicular en semillas de chile habanero en diferentes fases de su

desarrollo.

e) Cinética de la germinacion

En el chile habanero la germinacion inicié a partir de los 6 d después de haber
instalado la prueba tanto en semilla fresca como en semilla secada por 10 d. En
los tratamientos de menor vigor, como la semilla cosechada 28 DDA, la
germinacion inicia hasta los 8 d. Asi mismo las semillas obtenidas a los 21 DDA

en ambos periodos de estudio, fueron incapaces de germinar (Figura 10),
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posiblemente por ser alun inmaduras y contener una cantidad considerable de
inhibidores de la germinacion, ya que estos disminuyen conforme la semilla
alcanza la madurez (Bradford, 2004).

De acuerdo con Mattews y Khajeh-Hosseini (2006), la importancia de la
dinamica de la germinacién radica en que muestra el posible potencial de vigor de
una semilla para generar una plantula vigorosa; por lo que una germinacion mas
lenta de un lote y con amplio tiempo o dispersion de la germinacion en el tiempo

produce plantulas heterogéneas y pequefias.
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Figura 10. Germinacién acumulada de semillas de chile habanero frescas (A) y semillas

secadas durante 10 d (B). Obtenidas en diferentes fases de su desarrollo.
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De acuerdo con la recomendacion de la ISTA (2004), en la prueba
estandarizada de germinacién sobre papel para el género Capsicum spp., el
primer conteo se realiza a los 6 d de iniciada la prueba y el segundo (final) a los 14
d. En este experimento se detectd que estos periodos eran insuficientes, pues la
germinacion resulto mas lenta, observandose a los 6 d germinabilidad muy escasa
y la maxima a los 21 d de iniciada la prueba, por lo que se reporté como
germinacion final la observada ese dia. De esta manera seria importante sugerir
ante la ISTA el cambio de la duracién de la prueba de germinacion estandarizada,

al menos para la especie C. chinense.

f) Actividad de proteinas LEA

En la Figura 10 se observan las bandas de las proteinas existentes en el
embrion y semilla de chile habanero con diferente peso molecular, las proteinas
LEAs segun el protocolo de Vidigal et al (2009) seria la P1, P2 y P3, las cuales no
tienen mucha diferencia en su expresion pues se observan durante todas las
fases, ademas, nada mas varia en el grado de tincién a lo largo del desarrollo de
la semilla. Entonces, es necesario realizar un estudio mas detallado para
identificar las proteinas que permiten adquirir tolerancia a la desecacion a la
semilla de Habanero y por tanto tener una certeza de cuales proteinas intervienen

en dicho proceso.
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Figura 11. Gel de poliacrilamida donde se muestran las proteinas solubles

presentes en el embrién (E) y semilla (S) de chile Habanero, extraidos a los 21,

28, 36, 44 y 52 d después de antesis. M= marcador molecular, P1, P2 y P3 =

Posibles proteinas LEA.

5.3 Discusion general

La madurez del fruto es un factor de gran importancia en la calidad de las

semillas (Sayed y Essam, 1952). En este experimento los frutos cosechados de

color verde (21 a 36 DDA) dieron semillas de baja calidad; mientras que los frutos

cosechados de color verde-naranja y naranja (44 y 52 DDA), fueron las que

obtuvieron mayor calidad, mayor germinacion y vigor (Figuras 3, 6 y 7). Algunos
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trabajos han reportado la asociacion entre la madurez del fruto y la de la semilla
en Capsicum annum (Edwards y Sundstrom,1987; Valdés et al.,1992; Sanchez et
al.,1993; Cavero et al.,1995; Ayala et al., 2014), sin embargo ninguno en chile
Habanero. En el proceso de produccion de semillas de esta especie existen
diversas observaciones empiricas en cuanto al grado de madurez del fruto al
momento de la extraccion de la semilla. Sin embargo, no existe suficiente
informacion sistematizada de trabajos de investigacion sobre el desarrollo de la
semilla y su efecto en la calidad de las semillas.

Durante las tres etapas del desarrollo de la semilla sefialadas por Taiz y
Zeiger (2010), su calidad evoluciona hasta alcanzar un punto maximo en la
madurez fisiologica, y después de ésta es que inicia el deterioro. Con los
resultados de este estudio se puede inferir que al no existir germinacion a los 21
DDA vy la poca germinacion a los 28 DDA (Figura 6), las semillas se encontrarian
en la etapa de histodiferenciacién, donde aun no alcanzaban el desarrollo
morfologico y fisioldgico que permitiera una germinacion adecuada (Otho et al.,
2007). Lo anterior se confirma con los valores de conductividad eléctrica de esas 2
fechas de madurez de fruto que son las mas altas (Figura 8), un mayor flujo de
solutos hacia la solucion de imbibicion indicaria que las membranas de los
organos aun no estaban completamente formadas y por tanto las semillas se
encontraban en fase de histodiferenciacion.

En los subsecuentes muestreos las semillas fueron madurando vy
acumulando reservas. A los 36 DDA, no obstante la baja calidad fisiologica, en

esta etapa, embriones obtenidos de estas semillas podrian completar su desarrollo
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en condiciones controladas in vitro con el fin de obtener plantulas viables (Pérez-
Torenero y Porras, 2008).

Durante el desarrollo y maduracion del fruto las semillas alcanzan su 6ptima
calidad, y las semillas que fisiol6gicamente no han completado la maduracién,
tienen una baja capacidad de germinacion y presentan un mayor nuamero de
plantulas anormales. Asi mismo, el proceso de maduracidén causa la pérdida de
humedad de la semilla favoreciendo la germinacién como sucedié en tomate de
cascara (Pérez-Camacho et al., 2008) y ocasiona la degradaciéon de hormonas
inhibidoras de la germinacion (Bradford, 2004).

La pérdida de capacidad germinativa debida al secado de la semilla durante
10 d muy probablemente puede atribuirse a una nueva sintesis de inhibidores del
crecimiento pues la impermeabilidad de las membranas (conductividad eléctrica)
de la semillas secadas 10 d fue similar en todo el ciclo a la de las semillas frescas,
asi la semilla secada tendria la misma viabilidad que la semilla no secada y la
diferencia en el porcentaje de germinacion entre estas dos (Figura 6), se deberia a
este fendbmeno denominado latencia secundaria (Hilhorst, 2007).

La etapa de maduracion de la semilla es una caracteristica que esta
directamente relacionada con el vigor, definido como la suma total de las
propiedades de la semilla que determinan el nivel potencial de actividad y
desarrollo durante la germinacion y emergencia de la plantula en condiciones
adversas (Copeland y McDonald, 2001; ISTA, 2004); por tanto las semillas

maduras extraidas de frutos a los 44 y 52 DDA fueron las mas vigorosas.
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VI. CONCLUSIONES

En el presente experimento, la semilla de chile habanero tuvo dos fases
principales de desarrollo; en la primera el crecimiento del peso de mil semillas fue
constante y ocurrio desde los 22 hasta los 44 dias después de antesis (DDA)
cuando llega a un méximo, en la segunda el peso se mantuvo hasta que se
cosecho el fruto a los 52 DDA. El peso maximo coincidié con los valores mas altos
de germinacion (85 % en semilla fresca) y vigor (2.1 radiculas d* en velocidad de
emergencia de radiculas y 53 % de germinacién posterior a envejecimiento
acelerado, ambos en semilla fresca), lo que indicaria que la semilla se encuentra
en la fase de madurez fisioldgica. A los 44 DDA los frutos cosechados tenian color
verde-naranja y habian alcanzado el maximo crecimiento, por lo que este color de
fruto podria ser considerado como indicador de cosecha de semilla de alta calidad.
El contenido de humedad de la semilla al interior del fruto se mantiene constante
en 38 % a partir de 44 DDA. El mismo comportamiento se encontré en la
conductividad eléctrica de la solucién de imbibicién con valores cercanos a 135 uS
cm™ g*. No se encontraron proteinas LEA asociadas a mayores valores de

germinacioén y vigor. La prueba estandar de germinacion de semilla de habanero

deberia ser modificada en el tiempo de duracion a 22 d.
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VIIl. ANEXOS
ANEXO 1

Otros protocolos se pusieron a punto durante esta tesis y que no se utilizaron por
diversas razones, son los protocolos para evaluar en las semillas de chile

habanero:

1.1 Contenido de carbohidratos

Se utilizé6 un gramo de semilla previamente liofilizada, de la que 50 mg
fueron macerados en un mortero y se homogeneizo en 1 mL de etanol 75 % que
contenia 500ug de manitol. EI homogeneizado se centrifugo a 3000 G por 5 min a
18 °C y el sobrenadante se secé a 75 °C resuspendiendo el residuo en 1 mL de
agua ultra pura. Para eliminar fenoles y particulas ionicas, el extracto se filtré en
una columna empacada con 0.5 mL de polivinilpirrolidona, 0.5 mL de Amberlitay 1
mL de Dowex, y se inyecto en un cromatdgrafo de liquidos de alta presion (HPLC).
La columna utilizada fue de 300 mm x 7.8- ym con flujo de 0.5 pmemm-1, a una
temperatura de 80 °C. Previo a la inyeccién de la muestra, la columna se lavé con
10 mL de agua ultrapura y se inyectaron estandares internos de sacarosa,

rafinosa, glucosa, fructosa y sorbitol.
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ANEXO Il

2.1 Analisis de acido abscisico (ABA) en semillas de Chile habanero
por HPLC.

Se realiz6 en el laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular de plantas
del Centro de investigacion Cientifica del estado de Yucatan, bajo la supervision

de la M. C. Margarita Aguilar Espinosa.

Procesamiento de las muestras

Las semillas de chile habanero colectadas en diferentes etapas de
desarrollo, se envolvieron en papel aluminio y se congelaron en nitrégeno liquido
(-196°C). Posterior a ello se dejaron en el Ultracongelador (a -80°C) dentro de un
vaso cubierto con una malla de algodén mientras se continuaba con su proceso.
Se liofilizaron (-50 °C) por dos dias e inmediatamente de retirarlas de la
liofilizadora, se colocaron los sobrecitos de aluminio en tubos falcén de 15 ml y se
sellaron las tapas con parafilm para que no se hidraten. Cada muestra fue
pulverizada usando un mortero de porcelana, el polvo obtenido se guard6 en
tubos eppendorf de 2 ml. Se pes6 10 mg de cada muestra y se sellaron con
parafina y se guardaron a -20°C.

A los 10 mg de muestra pulverizada se les puso 1 ml de la mezcla de la
fase movil Acetonitrilo/metano/isopropanol ; 75:10:15, se mezclaron bien se sonico

por 3 minutos se dejo en hielo 30min. Después se mezclé nuevamente por vortex
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y se centrifugaron por 20 minutos a 14000 rpm y 4°C. Luego se filtraron usando un
filtro de nylon de 22 pC, Los filtrados se pusieron en tubos ambar de 2 ml, se
guardaron a -80°C hasta su inyeccion. Todos los reactivos usados fueron grado

HPLC filtrados y sonicados.

Preparacion de la fase movil

La fase moévil usada fue acetonitrilo, metanol e isopropanol: 75:10:15. Todos
grado HPLC. Se us6 una columna de Hipersil de fase reversa ODS C18 de
250mm de longitud x 4.6 mm de didmetro y 5 um de tamafio de particula. El flujo
usado fue 1 ml /min y 25 °C. Todos los solventes antes de conectarlos al equipo
cromatografico fueron filtrados con filtro de nylon de 22 um y después sonicados

por 20 minutos a temperatura ambiente (25°C).

Equipo usado y calibraciéon de la columna

Se us6 un equipo de HPLC Modelo Agilent 1200 con arreglo de diodos. Se
usaron dos longitudes de onda la de 280°C y la de 450°C. El ABA se detect6 para
este sistema de solventes en A 280nm. La calibracién de la columna se hizo como
indica el instructivo y una vez obtenida la linea base se procedid a inyectar las

muestras.

66



Preparacion de la curva estdndar con el 4cido abscisico (ABA)

Para la curva estdndar se preparé un stock de ABA 10 mg/ml (1mg/ml)
marca sigma # de catalogo A1049 se disolvié en metanol grado HPLC filtrado con
filtros de nylon de 22 um. Se hizo una curva patrén con 0.5 pg/ml, 2.0 ug/ml , 4.0

pg/ml, 6.0 pg/ml, 8.0 pg/ml y 10 pg/ml. .

Desarrollo del método en el HPLC para el analisis del Estandar ABA

Se us6 el método propuesto por (Rodriguez-Avila, et al 2011) al cual se le
hicieron adecuaciones ya que se omitié el Tetrahidrofurano (THF) y se sustituyo
por acetonitrilo al 100%.

En este método se us6 la columna C18, se usé un flujo de 1 ml/min, la fase
A fue acetonitrilo para calibrar y lavar la columna y la fase B fue la mezcla de
acetonitrilo:metanol: isopropanol ; 75:10:15. La columna se dej6 a 25° C, se
inyecto 20 pl de cada muestra en lugar de 25ul. Se corrié con la fase movil B
100% de 0-30 minutos y se paso a la fase mévil A 100% por 8 minutos y de aqui

se regreso a la fase movil B para inyectar nuevamente entre muestra y muestra

Resultados obtenidos
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Los resultados obtenidos en los primeros cromatogramas mostraron una
sefial equivalente en el tiempo de retencion del ABA pero acompafiado con una
sustancia que se le suma lo que hace que la sefal sea mas robusta.

Para poder mejorar la respuesta se hicieron varios cambios con los solventes de la
fase mévil y los resultados que arrojé este estudio no mejord en relacion al
estandar de ABA analizado bajo esas mismas condiciones sin embargo el ABA no

cambio su tiempo de retencion (2.75).

Conclusiones

En los tres sistemas de fase movil modificado no se obtuvo una mejor separacion
del metabolito pegado al ABA de las muestras. En la literatura se menciona que
ABA y el acido indolacético (IAA) tienen propiedades quimicas similares las
cuales podrian aprovechadas para su purificacibn cromatografica. Ambos
compuestos son hidrofébicos y contienen un grupo carboxilico por lo tanto cuando
son extraidas y purificadas del material vegetal por técnicas cromatograficas estos
compuestos a menudo son obtenidos en la misma fraccion( P.l. Dobrev et al.
2005) ). Por tal razén es muy dificil su separacion. Debido a esto muchos grupos
de investigacion se han dado a la tarea de buscar métodos alternativos para llevar
a cabo el aislamiento, identificacion y cuantificacion del ABA en diferentes
modelos vegetales. Los métodos existentes son muy costosos porque requieren
de equipos cromatograficos y solventes de alto precio. Cabe destacar que el
método propuesto por en el articulo funcion6 muy bien para Bixa orellana

(achiote).
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